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Selective cleavage and modification of theintersubunit disuIfide
bonds of bovine dopamine　β一mOnOOXygenaSe：Conversion of
tetramer to active dimer
（ウシのドーパミンβ－モノオキシゲナーゼのサブユニット間S－S結合の選
択的開裂と修飾：四量体の活性二量体への変換）
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論文内容の　要　旨
【目　的】
ドーパミンβ－モノオキシゲナーゼ（DβM）は2本のS－S結合で共有結合した2量体が2つ会
合した4量体である．X線結晶構造解析はまだ成功しておらず，ドメイン構造やサブユニット問の
接触領域の構造も分かっていない．また，サブユニット問の相互作用がDβMの活性発現・調節に
どのような役割を果たしているのかも不明である．
S－S結合の特異的な反応性に注目して，DβMのS－S2量体内のサブユニット問接触領域を選
択的に修飾することで，S－S2量体内とS－S2量体問のサブユニット問相互作用を分離し，各相
互作用がDβMの活性と構造にどのように関与しているかを検討した．
【方　法】
（1）DβMの精製：ウシ副腎髄質から，ポリエチレングリコール分画・イオン交換クロマトグラフイ
（DE－52，Whatman社）・アフイニティクロマトグラフイ（Con A－セファロ，ス，Pharmacia
社）・ゲルろ過（TSK－GEL G3000SW，トーソー社）により精製した．
（2）活性測定：チラミンを基質に用い，酸素電極で02消費を，また反応産物のオクトパミンをp－
ヒドロキシベンズアルデヒドに酸化して分光的に定量した．
（3）ジチオスレイトール（DTT）による処理：非変性条件下で，DβM溶液に等量の1mM DTT
を加え，0～60分間25℃で酵置した．反応は等量の100mMN－エチルマレイミド（NEM）
を加えて止め，直ちに活性を測定し，S－S結合還元剤非存在下にSDS－PAGEを行い，サブユ
ニット間S－S結合の切断を定量した．また，l M HClで反応を止め，SH基を定量した．
DTTで前処理したDβMの遊離SH基をヨードアセトアミド（IAA）で修飾するために，前処
理DβMに等量の200mMIAA（4mM NEMを含む）を加え，60分間粁置した．
（4）分子量測定：酵素の分子量はゲルろ過法を組み合わせた低角光散乱法で測定した．
（5）修飾されたシステイン残基の同定：天然および被修飾DβMの全てのS－S結合を，7M塩酸
グアニジン存在下でDTTで完全に還元し，Ⅳ－ヨードアセチルーⅣ一（5－スルフォー1－ナフチル）ェ
チレンジアミン（I－AEDANS）で蛍光ラベルした．この標品をトリプシン消化し，逆相HPL
Cでペプチドを分離し，蛍光を示すペプチドのみを検出・分取した．N末端アミノ酸配列を決
定し，各ペプチドを同定した．
【結　与こ】
（1）天然のDβMに遊離のSH基はなかった．またS－S結合還元剤非存在下でのSDS－PAGEで，
S－S2量体のバンドのみが認められた．
（2）DβMを，非変性条件下・低濃度のDTTと短時間貯置すると，SDS－PAGEで単量体のバンド
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が酵置時間とともに出現し，遊離SH基の数はサブユニット問S－S結合の切断数の2倍であっ
た．このことから，サブユニット間のS－S結合のみが選択的に切断されたことが分かった．
（3）サブユニット問S－S結合を切断しても，DβMの活性も4量体構造も変化しなかった．
（4）サブユニット問S－S結合を切断後IAAで化学修飾すると，安定な2量体が得られた．この2
量体は4量体と同じ反応速度論的性質を示した．
（5）この活性2量体のトリプシンペプチドマッピングで，Cys514とCys516を含む蛍光ピーク
のみが完全に消失していた．すなわち，Cys514とCys516のみが選択的に化学修飾されて
いることが分かった．
【考　察】
DTTによるSTS2量体の分子間S－S結合の切断だけでは，DβMの活性も4量体構造も変化し
なかった．しかし還元されたシステイン残基を化学修飾すると，活性のある、2量体が得られた．こ
の2量体の構造はS－S2量体問のサブユニット問相互作用によって安定化されている．分子間
S－S結合は活性発現にも4量体構造の安定化にも必須でないことが明らかになった．DTTによる
分子間S－S結合切断反応を確率論的に考察して，2本の分子間S－S結合は両方ともintactであ
るか，両方とも切断されているかのどちらかであることが強く示唆された．ヒト血清中には2量体
と4量体のDβMが存在し，両者とも活性を示す．しかし，その成因ならびに生理的あるいは病理
的な意義は不明のままである．本研究の結果はと卜DβMの2量体の成因としてサブユニット間
S－S結合の化学修飾が料も血0でも起こっている可能性を示している．
【結　論】
DβMのS－S2量体の分子間S－S結合を選択的に切断・化学修飾することができる．その結果，
4量体は2量体に解離するが酵素活性に変化はない．これらから，活性部位を含むドメインがサブ
ユニット問接触に関わる領域と独立していることが示唆された．
論文審査の結果の要旨
ノルアドレナリン合成酵素であるド，パミンβ－モノオキシゲナーゼ（DβM）は2本のS－S結
合で共有結合した2量体が2つ会合した4量体である．本研究は，S－S2量体内とS－S2量体間
のサブユニット間相互作用を分離し，各相互作用がDβMの活性と構造にどのように関与している
かを検討したものである．
研究方法としてS－S結合の特異的な反応性に注目して，ジチオスレイトール（DTT）によるサ
ブユニット問S－S結合のみの選択的開裂，さらにそのSH基の化学修飾によって活性2量体の単離
を行っている．天然の4量体酵素，サブユニット間S－S結合が切断された4量体，および活性2
量体の3種のDβMについて酵素化学的性質や物理化学的性質を調べ，次のことを明らかにしてい
る．1）S－S2量体をつなぐ分子間S－S結合はCys514とCys516による．DTTによる還元
反応に対し，2本の分子間S－S結合は両方ともintactであるか，両方とも切断されるかのどち
らかである．この結合の切断だけでは酵素活性も4童体構造も変化しないので，分子間S－S結合
は活性発現にも4量体構造の安定化にも必須でない．このS－S結合は酵素タンパク質の構造形成
過程に重要であると推論される．2）還元されたシステイン残基を化学修飾すると，4量体酵素は
2量体に解離する．この2量体の構造はS－S2量体問のサブユニット問相互作用によって安定化
されている．しかし活性に変化はないので，活性部位を含むドメインはサブユニット問接触領域と
独立していることが示唆される．本研究の結果は，ヒト血清中DβMの活性2量体の成因としてサ
ブユニット間S－S結合の彿し血0化学修飾の可能性を示している．
本研究はDβMサブユニット問の異なる相互作用の分離，およびそれら相互作用と活性発現や構
造との関連の解明を初めて行ったもので，博士（医学）の学位に値するものと認める．
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